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Nella realizzazione di un programma di ricerche tec-
nologiche su una nuova utilizzazione del latte in miscela
con polpe naturali di frutta, dovemmo affrontare il pro-
blema della stabilizzazione del latte stesso a pH inferiori
a quello caratteristico del punto isoelettrico della caseina.
Come & noto, la caseina ha punto isoelettrico a pH 4,5,
soglia molto piti elevata di quella che si raggiunge dopo
’addizione di succhi o polpe di frutta (talora si giunge a
pH 3,0).

I nostri primi tentativi furono per cosi dire classici,
vale a dire vennero impiegate miscele di sali organici (ci-
trati, lattati, malati) ed inorganici (fosfati), quali sistemi
tampone. Metodo gid impiegato con successo nell’indu-
stria del latte alimentare per correggere, entro limiti mo-
desti, P’eccessiva acidita del latte, causa di instabilita della
caseina e di altri inconvenienti. v

I risultati conseguiti, a causa delle alte concentrazioni
di sali necessarie, con conseguente modificazione dei ca-
ratteri organolettici, non furono di nostra soddisfazione.

Cercammo percid di battere altre vie e provammo ad
impiegare additivi di natura colloidale, nella speranza che
essi potessero avere efficacia protettlva sulla molecola
della caseina.

Vennero percid sperimentati e provati colloidi di ori-
gine proteica (gelatina, alginati) e di origine carboidratica
(pectine e carbossimetilcellulosa). I risultati ottenuti con
colloidi di natura carboidratica furono incoraggianti e por-
tarono a notevoli risultati di stabilizzazione, mentre in-
vece quelli ottenuti con colloidi di natura proteica risul-
tarono inefficaci.

In questa comunicazione intendiamo riferire sulla ca-
pacitd manifestata da alcuni tipi di pectina nell'impedire
la coagulazione della caseina al suo naturale punto isoelet-
trico. In particolare esporremo le ricerche da noi condotte
allo scopo di conoscere la ragione per cui avviene detta
stabilizzazione.

PARTE SPERIMENTALE

1. Capacita stabilizzante della pectina

Le prove vennero condotte con pectine di mele a di-
verso grado di metossilazione e con pectina grezza di
limone. Le loro caratteristiche erano le seguenti:

caseina con. pectina

Pectina di mela solubilita in H,0O 86,3%
tipo A gruppi metossilici (¥*) 7,5%
Pectina di mela solubilita in H,O 82,4%
tipo B gruppi metossilici (*) 4,5%
Pectina di mela solubilita in H,O 88,0%
tipo C gruppi metossilici (*) 4,1%
Pectina grezza solubilitd in H,0O 98,5%
di limone tipo D gruppi metossilici (*) 6,8%

(*) I gruppi metossilici vennero deteminati secondo C. L.
Hilton - Fruit Pectins. Their Chemical Behaviour - Chem. Pret.
Co., New York, 1942.

Nel diagramma 1 sono riportate le curve lungo le
quali & posto il punto isoelettrico delle miscele per con-
centrazioni variabili di pectina e di acido citrico 0,IN. In
tal modo viene posta in risalto la correlazione interesi-

" stente tra stabilizzazione, concentrazione in pectina ed in

acido citrico nelle miscele.

L’esame delle curve consente di constatare come il
comportamento della caseina sia differente a seconda del-
le pectine addizionate. La coagulazione viene impedita
solo dall’addizione di pectine ad alto numero di metos-
sili, quale il tipo A ed il tipo D. Le pectine a medio e
basso numero di metossili (tipi B e C) risultano incapaci
di stabilizzare la caseina, anzi ne rendono ancor pid cri-
tica la stabilita stessa.

Convinti che ci trovassimo di fronte ad un fenomeno
chimico-fisico di intereazione tra additivo e proteina, cer-
cammo di conoscere optimum di temperatura della sta-
bilizzazione.

A tal fine cercammo la linea sulla quale passavano i
punti limite di minima concentrazione della pectina ne-
cessaria alla stabilizzazione e la linea del punto limite di
massima concentrazione alla quale la stabilizzazione non
si verificava.

Lo stato di coagulazione e non coagulazxone venne
ricercato mantenendo costante I’addizione di acido citrico
(ml 30 di soluzione 0,1N). Le prove vennero condotte su
quantitd costanti di latte magro (ml 25) addizionato di
quantitd variabili di pectina tipo A. L’addizione della
soluzione di acido citrico venne effettuata in tempi co-
stanti dopo 30’ dalla miscelazione della pectina al latte,
alle diverse temperature controllate.

Le numerose prove condotte, piti volte ripetute, han-
no consentito di costruire un diagramma (diagramma 2)



DIAGRAMMA 1

Curva di stabilizzazione della caseina in presenza di pectina.

I. pectina tipo A; II. pectina tipo A (p. 1) + saccarosio

(p. 10); IIL. pectina tipo D; IV. pectina tipo D (p. 1) + sac-

carosio (p. 10); V. pectina tipo B e tipo C. I numeri rappre-
sentano i pH delle miscele.
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che esprime la correlazione esistente tra capacita stabiliz-
zante della pectina e temperatura di stabilizzazione.

Risulta in tal modo che a 25° C si ottiene la stabi-
lizazione con la minima quantita di pectina addizionata,
in altri termini a 25° C la capacit stabilizzante della pec-
tina sarebbe la pid alta.

E interessante osservare che, a temperature inferiori,
la capacitd stabilizzante diminuisce, come se essa fosse
caratterizzata da una reazione di natura chimica. D’altra
parte tale reattibilitd risulterebbe diminuita anche a tem-
perature superiori ai 25° C. In questo caso potrebbe gio-
care, in contrasto con la capacitd stabilizzante, la pit sen-
sibile tendenza allo stato di aggregazione che, in ambiente
acido, caratterizza le proteine e che ad un certo livello

- di temperatura porta alla soglia di coagulazione termica.

2. Ricerche sulle origini della stabilizzazione
della caseina ‘

11 fatto che, per addizione di pectina ad alto numero
di metossili, il punto isoelettrico della caseina si sposti
a pH inferiori, lascia supporre che l’azione protettrice
del colloide addizionato sia in qualche modo legata ad

mg b PECTNA 1N 25 mi bl LATIE WAGK:

una interazione, implicante qualche tipo di legame chi-
mico, tra colloide protettore e colloide protetto.
Instaurammo percid una serie di analisi chimiche e
fisiche al fine di poter riscontrare quali erano le effettive
differenze tra il coagulo ottenuto per acidificazione della
caseina ed il coagulo ottenibile per acidificazione di mi-

* scele latte-pectina ad alto numero di metossili.

I due coaguli che abbiamo preso in esame vennero Ot-
tenuti in identiche condizioni sperimentali (schema alle-
gato). Il primo per diretta precipitazione della caseina

“da latte completamente scremato (prodotto A) ed il se-

condo dallo stesso latte per precipitazione ottenuta dopo
30’ dall’addizione di pectina tipo A (prodotto B). I coa-
guli cosi ottenuti vennero sottoposti a ripetuti lavaggi
con acqua distillata ed a centrifugazione. Quindi essi ven-
nero liofilizzati e mantenuti, fino al momento dell’analisi,
in essicatore sotto vuoto. Non abbiamo ritenuto oppot-
tuno utilizzare sistemi di purificazione piti efficaci (so-
luzioni debolmente alcaline, solventi organici) onde evi-
tare qualsiasi causa di denaturazione dei prodotti cosi
ottenuti.

A) Anadlisi chimica

I prodotti A e B vennero sottoposti ad analisi riguar-
do il loro contenuto in azoto (micro-Kjeldhal), in calcio
(metodo () al Versene), in fosforo (metodo (%) al fosfo-
molibdato stricnico). Inoltre sono state quantitativamen-
te ricercate le pectine solubili in NaOH ed in HO, limi-
tatamente al prodotto B, secondo il metodo al carba-
zolo (3). ' o

Dal complesso dei risultati ottenuti e tiportati dalla
tabella risulta che: ‘

4) il prodotto B, proveniente dalla precipitazione del-
la ‘miscela pectina + latte magro, a differenza del pro-
dotto A, precipitato ottenuto da solo latte magro, con-

DIAGRAMMA 2.

Capacita stabilizzante della pectina in rapporto alla tempera-

tura di addizione. ¢ = linea limite di stabilizzazione; b = linea

limite di coagulazione. I numeri rappresentano i pH delle
' miscele.
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DIAGRAMMA 3

Titolazione acido-basica del prodotto A (caseina) e del pro-
dotto B (caseina + pectina).
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tiene piccole quantitd di calcio. Questo fa supporre che
parte del calcio sia salificato con la pectina a sua volta
insolubilizzatasi perché combinata con la caseina.

b) il prodotto B ha un minor contenuto in azoto ed
in fosforo. Questo pud essere spiegato dal fatto che alla
caseina & legata della pectina. E quindi naturale che, al-
P’analisi chimica, azoto e fosforo risultino ponderalmente
in minor percentuale.

¢) la maggior patrte della pectina legata alla caseina
non risulta pid solubile in acqua, bensi solo solubile in
debole soluzione di soda. Questo fatto, a nostro giudi-
zio, ha grande rilievo poiché direttamente dimostra l'in-
tervento di una reazione chimica tra caseina e pectina.
La ristabilita solubilita, dopo addizione di alcali diluiti
(Na OH N/20), & verosimilmente dovuta ad idrolisi al-
calina dei legami formatisi.

d) circa il 109 della pectina, addizionata al latte ma-
gro, risulta combinata con la caseina.

¢) nelle condizioni di concentrazione sperimentale,
circa il 30% della caseina permane in soluzione nel siero
dopo coagulazione della cagliata.

B) Titolazione acido-basica

Sia il prodotto A che il prodotto B vennero sotto-
posti alla titolazione acido-basica secondo la tecnica de-

scritta da N.Y. Hipp e al. () mantenendo costante la for-
za ionica (i = 0,05). I valori di pH trovati hanno con-
sentito di costruire delle curve (diagramma 3) che mani-
festano una certa differenza di comportamento tra i pro-
dotti A e B. '

Tra i pH 4,2 e pH 5,0 si rileva una maggiore capa-
cith di combinazione con gli alcali per B, invece tra pH
6,5 e pH 9,2 la situazione si inverte in quanto la caseina
sola (A) rivela una maggior capacita di combinazione con

‘gli alcali. A pH 9,2 si forma un chiasma tra le curve,

poiché B (caseina + pectina) riacquista una maggior ca-

pacita di combinazione con le basi..

C) Esame elettroforetico

La possibilitd, scaturita dalla titolazione acido-basica,
che il prodotto B avesse cariche ben differenziate dal pro-
dotto A, venne controllata con I'impiego della elettrofo-
resi su carta e su agar.

Leelettroforesi su carta venne condotta seguendo la
seguente tecnica: soluzioni al 4% dei prodotti A e B
dializzati, fe.m. = 150 V, tampone = fosfato-veronal
(pH 8,6, 0,05), carta Sheleicher e Schuell n. 2043.

Qui sotto vengono riportati i valori di velocita elet-
troforetica derivanti da una media di numerose prove.
Sia per A che B & sempre stata riscontrata la presenza di
due bande, raramente & apparsa una debole terza banda.

l Ripartizi
| partizione
i U 105 cm2 V/sec. % del totale

Prodotto A* . |  banda —21 | 66
. » —1,0 . 34
Prodotto B . i » —20 64

» —09 36

La ripartizione tra le bande ha solo carattere indi-
cativo. E invece interessante osservare la differenza di
mobilith che si & manifestata in tutte le prove.

Lrelettroforesi su agar ci ha consentito di ottenere
elettroforetogrammi con buona risolvenza a diverse con-
centrazioni idrogenioniche. La tecnica impiegata & la se-
guente: soluzione tampone di fosfati pi = 0,06,pH
variabili tra 6,2 e 7,7, fem. = 260V, tempo di riso-
luzione variabile tra 4 € 5 h. I

Nel diagramma 4 riproduciamo gli elettroforetogram-
mi pid rapptesentativi per tutti i pH di prova. Da essi
risulta che il prodotto A (caseina sola) rivela una maggior
selettivita nelle sue cariche elettriche (3 bande) tra i pH
6,5 e 7,0, mentre invece il prodotto B (caseina + pec-
tina) appare carattetizzato da cariche poste su due soli
livelli (2 bande). Questi referti, ancor meglio di quelli
fornitici dall’elettroforesi su carta, indirettamente dimo-
trano che la pectina si & combinata con la caseina, in mo-
do tale da livellare quelle cariche che normalmente si
rivelano tra pH 6,6 ¢ pH 7.0.

1 anche da notare che detto fenomeno coincide con
le gia rivelate differenze alla titolazione acido-basica tra i
due prodotti. E proprio a livello di queste concentrazio-



Prodotto A ’ Prodotto B
(zlt latte magro + 1500 ml acido citrico 0,1 N) (1lt latte magro + 14 g. pectina tipo A)

agitazione per 30° a 20°C
3

1s5ooml acido citrico ‘O.IN

precipitazione
(Ay) siero «- centrifugazione —s séiero (By)
precipitati
r"-lavaggio con H.O (agitaziimc per 10’ con 4ooml H,O)
(Ay) 1° liguido lavaggio ~ centrifugazione -» 1° liquido lavaggio (B,)
res%dui
2° lavaggio con H,O (agitazione per 10’ con 4ooml H,O)
(As) 2° liquido lavaggio «— centrifugazione — 2° liquido lavaggio (Bs)
residui
3" lavaggio con H,O (agitazilone per 10’ con 4ooml H,O)
(Ay) 3° liguido lavaggio — centrifugazione — 3° liquido lavaggio (B,)
residui ‘
4° lavaggio con H.O (agitazioné per 10’ con 4oo ml H,O)
(As) 4° liquido lavaggio — centrifugazione — 4° liguido lavaggio (Bs)
- residui finali
sospensione in soml H,O

PRODOTTO A < 1iofi]izlzazione — PRODOTTO B

Schema della metodologia seguita nella preparazione della caseina sola (prodot-
to A) e della caseina + pectina (prodotto B).

ANALISI CHIMICA DEI PRODOTTI A e B

(Valori medi di tre analisi)

Sigla o o o Sigla nello : o { 0 %gectine sol.|pectine sol,
nello schema Ca % P% N % schema P Ca % P % : N7% in H,O |in NaOH
o | A ' tracce 0,790 150 |B " 0,038 0,671 14,20 tracce 8,53
58| A 0,059 0,022 0,05 | B ' 0,052 0,024 0,12 nd nd
S8 A 0,028 Q A B, {0,023 2 Y nd nd
29| A 0,0IT 2 2 B; {0,009 5y poS nd nd
S A, 0,006 i » B, | 0,004 0 nd nd
A, tracce B, | 0,002 i nd nd
o A ; X A
— B A, S |
E; :
g A D B
8 —_ i 0,20 3,92 © 0,01 i 0,12 2,55 _ 1,53
Bj 2| A 1,06 | 0,44 ,1r | By . .0,02 - 048 2,40 nd nd
i As 3,45 | 0,19 0,08 0,24 |Bzs s l 0,14 | 0,I3 0,28 nd nd
Q-‘ w
= |
Totale 1,25 0,72 5,27 Totale 1,17 0,73 5,23 — —




DIAGRAMMA 4

Ripartizione elettroforetica su agar del prodotto A (caseina) e del prodotto B (caseina + pectina).

pH 7,7

PRODOTTO B | PRODOTTO A
Volts 260-260 t = 4h 51° mA = 43-52 i = 0,06 Tampone fosfatico

pH 7,0

PRODOTTO B PRODOTTO A
Volts 260-255 t = 4h 27/ mA = 4148 pi = 0,06 Tampone fosfatico

PH 68

A

PRODOTTO B PRODOTTO A
Volts 260-255 t = sh mA = 3842 pi = 0,06 Tampone fosfatico

' pH 6,5
PRODOTTO B PRODOTTO A

Volts 260255 t = sh  mA = 3842 ni = 0,06 Tampone fosfatico

pH 6,2

PRODOTTO B PRODOTTO A
Volts 260-250 t = 5h 3’ mA = 2532 ui = 0,06 Tampone fosfaticov




ni idrogenioniche che si manifesta la pid sensibile diffe--

renza nella loro capacitd di combinazione con gli alcali.

D) Analisi allo spettro infrarosso

Su entrambi i prodotti vennero condotte osservazioni
nello spettro infrarosso utilizzando come disperdente KBr

(diagramma’5). Si rivelano in complesso marcate differen- -

ze a 8,47 - 9,70 e 10,92 mp. La loro evidenza & tale che
esse acquistano significato costitutivo oltre che morfolo-
gico. La relativa trasparenza all’infrarosso-non ha con-
sentito indagini pid accurate sulle differenze costitutive
tra i prodotti. o

- E). Analisi allo spettro ultravioletto

Proseguendo nelle indagini spettrofotometriche, ab-
biamo indagato sulla sensibilita alla ionizzazione degli ami-
noacidi aromatici costituenti i prodotti, ionizzazione alla
quale in particolare soggiace la tirosina secondo i con-
cetti esposti da G.H. Beaven e da E.R. Holiday (°). Se-
condo gli Autori lentitd dell’assorbimento nell’ultravio-
letto attorho a 270-290 myu sarebbe dovuta alla presenza
di idrossili fenolici derivanti dalla tirosina ed anche in
secondo grado dal triptofano. In particolare lo slittamen-
to del massimo di assorbimento verso lunghezze d’onda
pid alte, sarebbe caratteristico dallo stato di ionizzazione

DIAGRAMMA 5

Spettri infrarosso della solé pectiné, del prodotto A (caseina)
¢ del prodotto B (caseina + pectina).
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DIAGRAMMA 6

Assorbimento nell’ultravioletto del prodotto A (caseina) ¢ del
prodotto B (caseina + pectina), entrambi in soluzione tampone
. di TRIS a pH 11,4. .
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della tirosina, in correlazione con la concentrazione idro-
genionica. ' ' F

Abbiamo condotto prove in soluzioni alcaline di pro-
dotto A e prodotto B, tamponate con triossimetilamino-
metano (TRIS). v

In successive prove sempre piti-alcaline, riscontram-
mo un uguale comportamento dei due prodotti. Pero, rag-
giunto pH 11,4, constatammo per il prodotto A, caseina
sola; lo slittamento del massimo a muy 294 (diagram-
ma 6), fenomeno che non si & verificato per il prodotto B,
caseina + pectina. A pH, immediatamente pit elevato,
il suddetto slittamento & comune ad entrambi i prodotti.

Risulterebbe quindi una minor sensibilita alla ioniz-
zazione dei gruppi fenolici della tirosina presenti ‘nel
prodotto B. Anche questo pud significare che la pectina
ha determinato un diverso orientamento spaziale della
caseina trovandosi con la stessa.in qualche modo legata.

F) Prove di ossidazione

Abbiamo utilizzato il blando potere ossidante della
N-bromosucciniminide (NBS) che, come & noto (°), da
luogo alla rottura del legame peptidico adiacente alla tiro-
sina con formazione di un dienon-lattone, caratterizzato
da un massimo di assorbimento nell'ultravioletto a
260 mp.. Nostro scopo era quello di constatare se lo stato
di modificazione della caseina, dopo addizione di pectina,

era rilevabile ‘da unconfrontd sull’ossidabilita dei” due
prodotti. ~ - ¢ v b

Di miolte prove eseguite a diversi pH, solo quelle a
pH 1,9 hanno dato luogo ad una palese formazione del
lattone (diagramma 7). Esse vennero condotte in solu-
zioni tamponate con K Cl/HCI e bromurate con NBS in
soluzione di CHs CN all’1%. - N

Le quantitd di ossidante vennero variate facendo rife-

rimento alla quantitd necessaria per la teorica. ossidazione
della quantita di tirosina presente nella caseina.
1 risultati migliori vennero ottenuti utilizzando NBS
in quantita due volte superiori al teorico. Come appare
chiaramente nel diagramma 7, la formazione del lattone
in entrambe le soluzioni dei prodotti, & chiaramente, per-
cepibile dopo 80’ di reazione a 21° C. , ,

A parita di concentrazione della protejna nelle solu-
zioni (calcolata in base al contenuto di azoto) si riscontra
la formazione di maggiori quantitd di lattone nel pro-
dotto B (caseina + pectina). Questo comportamento di-
mostra una maggior ossidabilita del prodotto B e quindi
una maggior accessibilitd e labilita del legame peptidico
adiacente alla tirosina. T -

G) Idrolisi enzimatica

_ Entrambi i prodotti sono stati sottoposti all’azione

idrolitica di alcune proteasi. Dette prove sono state com-

piute come mezzo indiretto.pet riconoscere una eventuale

- DIAGRAMMA 7

Assorbimento nell’ultravioletto del prodotto A (caseina) e del
- prodotto B (caseina + ‘pectina), dopo. ossidazione con NBS
in soluzione tampone a pH 1,9. A confronto gli assorbimenti
del prodotto B e della pectina sola senza addizione di ossi-
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